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論文内容の要旨
〔目的〕
I-Cell 病( ICD) は，遺伝性リソゾーム酵素欠損症の中で，各種のリソゾーム酵素活性の細胞内低
下と，当該酵素の体液，培養液中での活性上昇を伴う特異な疾患であり， リソゾーム酵素の動態を解






皮膚線維芽細胞の培養は， Eagle's MEM を基本培養液とし，ウシ胎児血清を10%の割合に加えて，
5 %C0 2, 95%空気の条件で370C で、行った。 Sucrose 負荷は，最終濃度88mM になるよう培養液に
加えて行った。用いた細胞は， ICD 由来のもの 2 例のほか， GM1ーガングリオシドーシス，マンノ
シドーシス ， Sandhoff病由来のもの，ならびに正常のものを用いた。
2 .リソゾーム酵素活性の測定
細胞を 0.9 % NaCl で洗糠し， rubber po liceman で機械的に剥離し，遠心にて細胞を集め，蒸
留水に浮遊して超音波処理を行い，酵素源とした。酵素活性測定は， 4 ーメチルウンベリフエロン
化合物を用いて行い，蛋白量の測定は Lowry 法で行った。
3. 正常ならびに単一リソゾーム酵素欠損症由来の培養細胞での Sucrose 負荷
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正常細胞での Sucrose 負荷13 日間(培養液の交換無し)により， βーヘキソサミニダーゼ、(β-Hex)
は約1. 6 f音， βーガラクトシダーゼ(β-Gal)は約 2f音， αーマンノシダーゼ(α-Man) は約 3.5 f吾， αー
フコシダーゼ(α-Fuc) は約 3.3 倍の活性上昇を認めたが， βーグルクロニダーゼ(β- Glcr) は有意の
変化を示さなかった。単一リソゾーム酵素欠損症である GM1ーガングリオシドーシス，マンノシド
ーシス由来の細胞では，欠損酵素であるβー Gal ， α- Ma n はそれぞれ Sucrose 負荷によっても変化L
なかった。 Sandhoff病由来の細胞では， Sucrose 負荷により β-Hex の上昇が認められたが，これ
は残存している S 活性の上昇と考えられた (Fig. 1 )。
4. ICD 由来の培養細胞での Sucrose 負荷
2 例の ICD 由来の培養細胞では， Sucrose 負荷を行うことにより継時的に，低下していたリソゾ
ーム酵素活性の上昇が認められ，負荷13日後では，低下していたか Gal ， β- Hex, a-Man， α- Fucは
正常域にまで上昇した。 βー Glcr 活性は上昇を示したが，正常域には達しなかった( Fi g. 2 ) 0 ICD 
由来の細胞において， Sucrose 負荷を行い，その後に通常の培養液にもどして培養を続けると，正
常化したリソゾーム酵素活性は，約12 日間で元の低値にまで変化した。 ICD 由来の細胞で， Sucrose 
負荷を 3 日毎に培養液交換をして行うと リソゾーム酵素活性の上昇は抑制を受けた。
5. ICD由来の細胞での， Sucrose 負荷による形態学的変化
ICD 由来の培養皮膚線維維芽細胞は，位相差顕微鏡で封入体( Inclus ion body) が多数認められる
のが特徴であるが Sucrose 負荷を行うことにより この封入体は減少 消失した。この変化は，
電子顕微鏡でも確認した。
6 . NH4 CI 負荷による 培養液中リソゾーム酵素活性の変化
最終濃度10mMの NH4 CI の培養液への添加は， リソゾーム内 pH を上昇させ， リソゾーム酵素リ
セプターの recycle を阻害して，新生リソゾーム酵素の培養液中への放出が起ることが知られてい
る。 ICD 由来の細胞において，血清フリーの条件でこの NH4 CI 負荷を行った。通常の培養液で培
養した群では， NH4 CI 負荷によっても培養液中のリソゾーム酵素活性の変化はなかったが， Sucrose 
負荷群より約 2----3 倍の酵素活性の放出があり これは Sucrose 負荷によりリソゾーム酵素の新生
が充進することを示すと考えられた。
〔総括〕
1. ICD 由来の培養皮膚線維芽細胞において Sucrose 負荷を行うことにより 低下していたリソゾ
ーム酵素活性の正常化と 封入体の消失を認めた。
2 .正常由来の細胞では， β-Glcr 活性は Sucrose 負荷でも変化しなかったが， ICD 由来の細胞では
上昇が認められ，各酵素の Turnover に差のあることが考えられた。リソゾーム酵素の動態解析，
Turnover Study に， Sucrose 負荷は有用である。
3. 遺伝性単一リソゾーム酵素欠損症由来の細胞では， Sucrose 負荷によっても欠損している酵素は
変化しなかったが その保因者由来の細胞では Sucrose 負荷により中間値を示していた酵素活性
の上昇が認められ，羊水診断に際して，患者・保因者の診断への応用が可能と考えられた。
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Fia_ 1 EfEects of sucr-ose (88m."I. 13 days) on the induction oE 
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1 -cell 病は，細胞内で複数のリソゾーム酵素の活性低下と 体液・培養液中での活性上昇を認め
る。本研究は 1- cell病由来の皮膚線維芽細胞の培養液中に， Sucroseを負荷することにより，リソゾ
ーム酵素の正常化が起ることを見出し，これが酵素の新生によるものであることを示した。この知見
は， 1 -cell病の病態解明のみならず，リソゾーム酵素の動態解析にも新しい方向性を示すものであ
り，高く評価される。
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